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ABSTRAKT
Karotenoidy patří  mezi nejrozšířenější  přírodní  pigmenty s mnohostranným potenciálem
využití. Dlouho upřednostňovaná (levnější) metoda syntetické přípravy v posledních letech
dostává  stále  vážnější  konkurenci  v  podobě  zdokonalované  biotechnologické  produkce.
Ke zlevnění  biotechnologické  produkce  může  přispět  také  koncept  on-line  optimalizace
a on-line analýz. Jednou z metod on-line optimalizace je průtoková cytometrie.
V  této  práci  byla  zkoumána  závislost  intenzity  autofluorescence  kvasničných  buněk
na koncentraci karotenoidů v biomase a bylo ustanoveno číselné vyjádření těchto závislostí
pomocí  lineární  regrese.  Dále  byla  zkoumána  závislost  mezi  rozptylovými  parametry
kvasničných buněk a množstvím sušiny ve vzorku. S pomocí modelu, který využívá přímého
a bočního rozptylu světla spolu s informací o počtu buněk na jednotku objemu byla nalezena
funkční závislost v podobě rovnice přímky.
Buňky  kvasinek  byly  zkoumány  také  pod  laserovým  skenovacím  konfokálním
mikroskopem  za  účelem  lokalizace  karotenoidů  v  buňce.  Uskutečněné  experimenty
nasvědčují, že se karotenoidy nacházejí v zásobních lipidických granulích uvnitř buňky, další
experimenty jsou však zapotřebí pro jednoznačné prokázání.
Klíčová  slova: karotenoidy,  Rhodotorula  glutinis,  Cystofilobasidium  capitatum,
Sporobolomyces  roseus,  Sporobolomyces  shibatanus,  průtoková  cytometrie,  fluorescenční
mikroskopie, časově rozlišená fluorescence
SUMMARY
Carotenoids are one of the most abundant natural pigment. Furthermore, they have great
potential for wide industrial utilization. Nowadays, prefered (and cheaper) synthetic method
counters progressively improved biotechnological production. Far more cheaper production
should be reached via implementing methods of on-line optimization, such as flow cytometry.
In  this  thesis  the  dependence  of  yeasts  autotofluorescence  intensity  on  carotenoids
concentration in dry mass was studied. The dependence was established by means of linear
regression. Moreover, the dependence between light scatter and the amount of dry mass was
established by means of  model  utilizing forward scatter,  side scatter  and number of cells
in unit volume.
Yeasts'  cells  was  also  studied  under  the  lenses  of  laser  scanning  confocal  microscope.
The goal was to localize carotenoids inside cells. Experiments undertaken suggest that they
are localized inside the lipidic granules, but more experiments are required for a proof.
Keywords: carotenoids, Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces
roseus,  Sporobolomyces shibatanus, flow cytometry, fluorescence microscopy, time resolved
fluorescence
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 1 ÚVOD
Karotenoidy,  jedny z  nejrozšířenějších  přírodnich  barviv,  patří  do  skupiny tetraterpenů.
Způsobují  žluto-oranžovo  až  červené  zbarvení,  mají  antioxidační  vlastnosti,  jsou  součástí
pomocného  fotosyntetického  systému.  V současnosti  se  karotenoidy  užívají  jako  barviva
a potravinové doplňky, v budoucnosti ovšem mohou nalézt využití jako molekulární vodiče
v kvantových počítačích nebo jako klíčová součást biodegradabilních fotočlánků.
Karotenoidní  kvasinky  patří  mezi  mikrobiální  druhy  schopné  přirozeně  syntetizovat
karotenoidy jako sekundární metabolity. Při využití těchto organismů za účelem průmyslové
produkce karotenoidů je možné užít s větším či menším výtěžkem široké spektrum odpadních
substrátů,  tj.  zemědělských  odpadů  či  odpadů  ze  zpracování  v  potravinářském průmyslu
a dokonce  i  z  jiných  odvětví.  Při  optimalizaci  biotechnologického  procesu  je  vhodné
dosahovat  kvality  tzv.  on-line  analýzy,  která  umožnuje  výraznou  úsporu  času  i  investic.
Průtoková cytometrie je jednou z metod on-line analýzy v biotechnologických procesech.
Tato  práce  byla  zaměřena  na  nalezení  korelativních  vztahů  mezi  intenzitou  přirozené
autofluorescence  kvasničných  buněk,  kterou  díky  přítomnosti  karotenoidů  vykazují,
a obsahem  karotenoidů.  Dále  byly  zkoumány  možnosti  využití  průtokové  cytometrie
k přesnému  a  rychlému  stanovení  biomasy  v  suspenzi  kvasničných  buněk.  Studie  byla
prováděna na čtyřech kvasničných druzích.
Vedle  průtokové  cytometrie  byly  vybrané  kvasničné  druhy  systematicky  pozorovány
pomocí  laserové  skenovací  konfokální  mikroskopie  (LSCM)  za  účelem  lokalizace
karotenoidů v buňce a za účelem pozorování dalších buněčných struktur. K tomu byla použita
jak  samotná  autofluorescence,  tak  barvení  buněk  pomocí  fluorescenčních  sond.  Pohled
do vnitřního  dění  buňky,  který   LSCM  nabízí,  má  potenciál  objasnit  některé  souvislosti
s produkcí karotenoidů. Následkem hlubšího porozumění vnitrobuněčných dějů by mělo být
zefektivnění biotechnologického procesu. 
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 2 TEORETICKÁ ČÁST
 2.1 Kvasinky
Kvasinky  jsou  heterotrofní  eukaryota,  zařazované  do  říše  Houby  (Fungi).  Morfologie
kvasničných buněk je rozmanitá a úzce souvisí s jejich metabolizmem. Závisí tak na vnější
prostředí, stejně tak ovšem i na vývojové fázi. Nejčastěji se lze setkat s tvarem elipsoidním
až kulovitým, méně často jsou buňky válcovité a protáhlé. Vyskytují se i rody, jejichž buňky
jsou trojúhelníkovitého tvaru (Trigonopsis) nebo tvaru citronovitého [1].
Kvasinky jsou průmyslově využívány pro svou schopnost zkvašovat substráty za produkce
specifického produktu (ethanol, lipidy, karotenoidy, vlastní biomasa). Nejznámějším využitím
je zkvašovaní cukernatých substrátů kvasinkami rodu  Saccharomyces cerevisiae za účelem
produkce ethanolu.
 2.2 Karotenoidní kvasinky
Existují  kvasinkové  druhy,  jejichž  buňky  v  procesu  stárnutí  akumulují  karotenoidní
pigmenty,  typicky  β-karoten,  torulen  a  torularhodin.  Tyto  pigmenty  produkují  obzvláště
v reakci na oxidační [2] a světelný stres [3, 4] v prostředí a v důsledku přítomnosti těchto
pigmentů  jsou  buněčné  suspenze  či  kolonie  zbarveny  do  růžova,  červena  či  oranžova.
Karotenoidní  kvasinky,  pro  své  zbarvení  označovány  též  jako  červené  kvasinky,
se taxonomicky řadí do třídy  Basidiomycetes.  Mezi průmyslově využívané rody patří  rody
Xanthophyllomonas (Phaffia),  Rhodotorula,  Sporobolomyces.  Nadbytek  karotenoidů  tvoří
v médiích chudých na dusík a bohatých na uhlík.
 2.2.1 Rod Rhodotorula
Malé, kulaté až oválné buňky kvasinek rodu Rhodotorula nejsou schopné zkvašovat cukry,
zato využívají pentosový cyklus k utilizaci glukosy. Vyskytují se velmi hojně po celém světě,
v  různých  prostředích  a  na  rozmanitých  substrátech.  Při  kultivaci  v  kapalném  médiu
sedimentují  a  na  dně  kultivační  nádoby  se  vytváří  prstenec,  jehož  zbarvení  je  závislé
na obsahu  jednotlivých  karotenoidů.  Tyto  kvasinky  nemají  vysoké  nároky  na  životní
podmínky,  velmi snadno se kultivují.  Jsou lipidotvorné,  což předznamenává jejich využití
pro výrobu biopaliv, příp. pro krmné účely [5].
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Obrázek 1: Nátěr kvasinky Rhodotorula glutinis na Petriho misce.
 2.2.2 Rod Sporobolomyces
Kvasinky  rodu  Sporobolomyces se  vyznačují  silnou  karotenogenezí  jak  při  submerzní
kultivaci, tak při kultivaci na pevné půde, kde vytvářejí drsné, ploché, tmavěčervené kolonie
[6].  Mezi  nejběžněji  se  vyskytující  druhy patří  Sporobolomyces  roseus,  jehož  buňky jsou
typicky  elipsoidní  až  protáhlé  [6].  Jeho  nároky  na  dusík  v  médiu  jsou  poměrně  nízké,
je schopen utilizovat nitráty [7].
 2.2.3 Rod Xanthophyllomonas
Typickým představitelem tohoto rodu je druh  Xantophyllomyces dendrorhous (anamorfa
Phaffia  rhodozyma).  Obsahuje  vysoké  množství  karotenoidů,  mezi  nimiž  dominuje
astaxanthin.  Pro  tento  vysoký  obsah  karotenoidů  se  využívá  při  krmení  ryb  a  drůbeže
pro zlepšení vzhledu masa a žloutků vajec. Na rozdíl od ostatních červených kvasinek jsou
schopné zkvašovat sacharidy [8]. Jejich buňky jsou elipsovité, mohou se vyskytovat po dvou
nebo i v řetízcích.
 2.2.4 Rod Cystofilobasidium
Kulaté až protáhlé buňky kvasinek rodu  Cystofilobasidium tvoří při růstu na pevné půdě
lesklé hladké kolonie s lehce červeným odstínem. V submerzní kultuře tvoří tenkou kožku
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Obrázek 2: Sporobolomyces roseus.
Obrázek 3: Sporobolomyces shibatanus.
a sediment. Použitým zástupcem tohoto rodu je Cystofilobasidium capitatum, který je schopen
vytvářet jednojaderné mycelium.
 2.3 Fáze růstu mikrobiální kultury
Mikroorganismy nemohou růst a rozmnožovat se neomezeně ať už v kultivačním médiu,
nebo ve svém přirozeném prostředí. Jejich růst ovlivňuje koncentrace a povaha dostupných
substrátů,  pH a teplota  prostředí,  stejně tak i  koncentrace jimi  produkovaných metabolitů
s inhibičními účinky.
Průběh koncentrace biomasy v kultivačním médiu popisuje tzv. růstová křivka, která se dělí
na  několik  úseků  vyčleňujících  charakteristické  fáze  růstu  buněčné  kultury.  V  grafu
znázorňujícím růstovou křivku je závisle proměnnou logaritmus koncentrace mikroorganismů
(ln X) a nezávisle proměnnou doba kultivace (τ) (Obrázek 5). Jednotlivé fáze růstu se odlišují
nejen  rychlostí  růstu  kultury,  ale  také  charakterem metabolismu,  který  je  pro  danou  fázi
typický.  Pro fázi exponenciální (viz  níže)  je např.  typické rychlé množení  malých buněk,
je produkována biomasa a primární metabolity (jejich produkce je spjata s růstem). Ve fázi
stacionární  jsou  pak  buňky  větší,  s  množstvím  granulí  zásobních  látek  a  produkují
tzv. sekundární metabolity. 
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Obrázek 5: Růstová křivka. Převzato z [9].
Obrázek 4: Cystofilobasidium capitatum.
Přeneseme-li buňky z kultury, kde se již nemohou rozmnožovat, do prostředí s optimálními
podmínkami  pro  kultivaci,  nedochází  ihned  k  prudkému růstu  kultury.  Buňky se  nejprve
adaptují  na nové prostředí,  je aktivován enzymatický aparát  vhodný pro život v prostředí
s dostatkem živin. Tato adaptivní fáze se nazývá lag fáze (na obrázku 5 označena jako I. fáze)
a pro rychlost růstu platí
dX
dt
≈0 .
Následuje fáze zrychleného růstu (II), kdy se již některé buňky začínají aktivně množit,
a po  ní  nastává  exponenciální  fáze  (III).  Buňky  se  rozmnožují  rychle  a  mají  nejkratší
generační dobu, která zůstavá po celou dobu trvání této fáze konstantní, stejně jako měrná
růstová rychlost μ
μ = 1
X
⋅ dX
dt .
Při  poklesu  koncentrace  některé  z  živin  na  limitující  hodnotu  (příp.  při  stoupnutí
koncentace inhibujícího metabolitu nad určitou mez) dojde k zpomalení růstu (IV) a v dalším
pak k jeho zastavení a buněčná kultura přejde do stacionární fáze (V), kdy koncentrace buněk
kolísá kolem dosažené hodnoty
dX
dt
≈0 .
Úbytek buňek je kompenzován pomalým růstem. Buňky nacházející se ve stacionární fázi
obsahují  velké množství zrníček zásobních látek,  jež jsou postupně spotřebovávány.  Častá
je produkce  sekundárních  metabolitů.  Délka  stacionární  fáze  je  limitována  tolerancí
mikroorganismu k hladovění.
Poslední fází je fáze odumírání (VI + VII), jež může trvat týdny nebo i měsíce, podle druhu
mikroorganismu
dX
dt
< 0 .
 2.4 Karotenoidy
Karotenoidy  jsou  ze  strukturního  hlediska  silně  nenasycené  alifatické  a  alicyklické
uhlovodíky a jejich oxidační produkty, řadí se mezi isoprenoidy do skupiny tetraterpenů (C40
uhlíkatá kostra). Polyenová struktura jim davá silné absorpční schopnosti v modré a zelené
oblasti viditelného spektra, což má za následek žluté až červené zbarvení. Dvojné vazby mají
většinou konformaci  all-trans, tedy takovou, že všechny mají konfiguraci trans. Mohou mít
strukturu zcela lineární nebo s jedním cyklem či dvěma cykly v koncových částech molekul.
Jsou  to  lipofilní  barviva,  která  vlivem  své  nerozpustnosti  ve  vodě  zůstávají  vázána
v membránách  mikrobiálních  buněk a  chrání  lipidy membrán  proti  peroxidaci.  Mají  totiž
antioxidační vlastnosti [10], které jsou dány jejich vysokou citlivostí k oxidaci v molekule
přítomných dvojných vazeb. Také jsou poměrně náchylné k fotodegradaci při  nadměrném
osvitu paprsky nevhodných vlnových délek [11].
Vedle  ochrany  mikrobiálních  buněk  před  oxidačním  stresem  a  zhoubnými  vlivy
nadměrného působení světla se účastní též fotosyntézy, a to jako pomocné barvivo při přenosu
energie. Některé z karotenoidů mohou sloužit jako provitamin A u savců.
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 2.4.1 Biosyntéza karotenoidů
Biosyntetická  dráha  karotenoidů  vychází  z  izoprenoidové  dráhy.  Výchozí  látkou
je acetylkoenzym  A,  který  kondenzuje  s  acetoacetyl-CoA  za  vzniku
β-hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA),  který  je  redukován  na  kyselinu  mevalonovou
(MVA).  V  dalších  krocích  je  MVA  přeměněna  přes  isopentenyldifosfát  kondenzací
na geranyldifosfát. Po vzniku geranylgeranyldifosfátu dalšími reakcemi dojde ke kondenzaci
posledně  zmíněného  produktu  na  fytoen,  který  je  bezbarvou  výchozí  40-ti  uhlíkatou
sloučeninou pro syntézu karotenoidů. Schéma biosyntetické dráhy až k jednotlivým vybraným
karotenoidům, včetně větve vedoucí k syntéze sterolů, je uvedeno na Obrázku 6 na následující
straně.
 2.4.2 Využití karotenoidů
Tradičním využitím je použití karotenoidních barviv k obarvování potravin (E160, E161),
typické je to pro margaríny a sýry. Nejčastěji s používá syntetický  β-karoten, jehož výroba
je v  současnosti  levnější  než  biotechnologická  produkce  s  následnou  izolací.
Biotechnologické produkty se obvykle používají jako směsi karotenoidů [14]. 
Dále se karotenoidy používají jako výživové doplňky, předpokládá se u nich preventivní
vliv na onemocnění jako rakovina a srdečně-cévní onemocnění. Existuje však studie, která
ukazuje, že u kuřáků je vliv karotenoidů přijatých v suplementech negativní, tj. indukující
rakovinné bujení [15].
Karotenoidy,  především astaxanthin,  se  používají  v  krmivech  pro  zlepšení  barvy masa
drůbeže a ryb (typicky lososů) a barvy vaječných žloutků.
Novou  možností  využití  karotenoidů  je  užití  při  výrobě  organických  biodegradabilních
fotočlánků  [16,  17].  Jednou  z  možností  je  současné  použití  s  elektronakceptorně
derivatizovanými fullereny [18], byly vyzkoušeny fukoxanthin a  β-karoten,  které se však
ukázaly být pro praktické využití nevhodné v důsledku tvorby amorfních filmů. Dále bylo
pracováno s lykopenem, který snadno vytvářel žádoucí agregáty při nanášení pomocí metody
"spin-coating"  [18].  Další  možností,  jak  použít  karotenoidy  pro  přípravu  organických
fotočlánků,  je  v  konjugaci  s  nanočásticemi,  např.  nanočásticemi  TiO2 [19].  Neobvyklým
využitím je příprava molekulárních drátů pro kvantové počítače [20, 21].
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Obrázek 6: Syntéza vybraných karotenoidů z acetylkoenzymu A a acetoacetyl-CoA. Při tvorbě obrázku
čerpáno z [12, 13].
 2.5  Fluorescence
Fluorescence je jedním z případů luminiscence. Ta je samovolným zářením, které vzniká
v důsledku přebytku záření nad úrovní záření tepelného. Při  luminiscenci dochází k emisi
záření z elektronově excitovaných stavů, přičemž do excitovaného stavu se molekuly mohou
dostat fyzikální cestou, chemicky, mechanicky aj. Dochází-li k excitaci zářením, jehož vlnová
délka  je  v  UV  či  viditelné  oblasti,  nazývá  se  jev  fotoluminiscence.  Ta  se  dále  člení
na fluorescenci a fosforescenci, a to podle elektronové konfigurace excitovaného stavu.
 2.5.1 Fosforescence
U fosforescence je excitovaný stav tripletový, excitovaný elektron má stejně orientovaný
spin jako párový elektron v základním stavu. Při excitaci došlo ke změně spinu elektronu,
což je  z  kvantově  mechanického  hlediska  zakázaný  přechod  s  malou  pravděpodobností.
Obdobně však i deexcitace musí být provázena změnou spinu, což ústí v řádově delší dobu
života  excitovaného  stavu  než  je  tomu u  fluorescence  (mikrosekundy a  více).  Vzhledem
k menší  energetické vzdálenosti  při  přechodu T1 → S0  než v případě přechodu S1 → S0
je vlnová délka fosforescence dané molekuly větší než vlnová délka fluorescenčního záření
(Obrázek 3). 
 2.5.2 Fluorescence
Fluorescence je tedy jev, kdy dochází k excitaci molekuly absorbováním kvanta světelného
záření (UV/VIS) s následnou deexcitací, kdy je vyzářen foton o vyšší vlnové délce a nižší
energii  než  mělo  dopadající  záření.  Energetické  přeměny jsou  ilustrovány v  Jablonského
diagramu (Obrázek 7) a jsou diskutovány v následujícím textu.
Po  absorbci  fotonu  dojde  excitaci  elektronu  ze  základního  singletového  stavu  S0
do excitovaného singletového stavu S1 (v případě dostatečné energie dopadajícího záření  S2).
Posléze dochází k jevu zvanému vibrační relaxace (vnitřní konverze), kdy se elektron pomocí
nezářivých přechodů dostane na nejnižší možnou vibrační hladinu excitovaného stavu S1 (S2).
Následuje přechod na základní hladinu S0, který je přechodem zářivým a povoleným.
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Obrázek 7:Jablonskiho diagram energetických přechodů fluorescence a fosforescence [22].
Existuje  jev zvaný zpožděná fluorescence,  kdy elektronu v tripletovém stavu je dodána
energie nutná k excitaci do S1 a odtud proběhne zářivá deexcitace. Výsledkem je záření, jehož
vlnová  délka  odpovídá  fluorescenci,  ale  doba  života  excitovaného  stavu  odpovídá
fosforescenci.
V důsledku nezářivých přechodů je vlnová délka emisního záření delší než vlnová délka
záření  excitačního,  tento  posun  je  charakterizován  hodnotou  Stokesova  posunu,  který
je rozdílem (v nm) vlnových délek excitačního a emisního maxima.
Absorpční a emisní spektra organických molekul mnohdy jeví zrcadlovou symetrii, která je
dána  stejnou  relativní  pravděpodobností  absorpce  a  emise  ze  sobě  si  odpovídajících
vibračních hladin [23]. 
 2.5.3 Autofluorescence
Autofluorescence  je  způsobena  přítomností  takových  molekul  buňce  vlastních,  které
vykazují fluorescenci ve svém přirozeném buněčném prostředí po excitaci zářením o vhodné
vlnové  délce.  Mezi  hlavní  molekuly  působící  autofluorescenci  (ve  všech  buňkách)  patří
flavinové  nukleotidy  a  NADH  [24,  25].  Jistou  míru  fluorescence  vykazují  také  některé
proteiny, typickým příkladem intenzivně fluoreskujícího proteinu je GFP.
Ve  výše  citovaných  pracech  [24,  25]  byla  změřena  excitační  a  emisní  spektra  živých
savčích buněk. Ta ukazují na dvě odlišné fluoreskující specie. Porovnáním buněčných spekter
se  spektry  známých  buněčných  metabolitů  bylo  zjištěno,  že  většina  fluorescence  pochází
od molekul nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) a flavinových koenzymů (jedna specie
má excitační  maximum při cca 360 nm a emisní maximum při užití filtru LP 420 nm (modrý)
– NADH; druhá specie s excitací  při  BP 400 nm a emisním filtru  IF 500 nm (zelený) –
flaviny).  Dále bylo zjištěno, že fluorescence buněk je nezávislá na obsahu fluoreskujících
sloučenin v kultivačním médiu, pokud došlo k promytí před vlastním měřením [25]. Změny
v podmínkách  kultivace  nemají  efekt  na  intenzitu  autofluorescence a autofluorescence
se zvyšuje  s  časem,  který  buňky setrvávají  v  kultuře  po dosažení  růstového plató  (konec
exponenciální  fáze) [24].  Byly  zaznamenány  rozdíly  v  autofluorescenci  mezi  buňkami
rostoucími  v  suspenzi  a  v  monovrstvě,  kdy  buňky  rostoucí  v  suspenzi  vykazují  vyšší
autofluorescenci, pravděpodobně následkem odlišné metabolické aktivity  [24]. Předpokládá
se,  že  intenzita  autofluorescence  v  daných  vlnových  délkách  odráží  vnitrobuněčnou
koncentraci diskutovaných sloučenin.
NADH a flaviny jsou excitovatelné v širokém rozsahu vlnových délek, včetně modré části
spektra, která se používá nejčastěji. Bohužel i emisní spektra těchto sloučenin zahrnují široké
rozpětí  vlnových délek (500-700 nm) a překrývají  se s  emisními spektry běžně užívaných
fluorescenčních  barviv.  Autofluorescenční  pík  po  excitaci  při  488  nm  (argonový  laser,
nejčastěji používaný v průtokové cytometrii) se nachází v zelené oblasti spektra (fluorescence
flavinů) [26]. Tento překryv způsobuje rušení fluorescenčních analýz pomocí fluorescenčních
sond.
Ne vždy však je autofluorescence nežádoucí,  lze ji  využít  pro stanovení fluoreskujících
metabolitů.  V kvasinkových  buňkách  se  nacházejí  karotenoidy,  ty  absorbují  a  excitují  se
v modré oblasti spektra (440-500 nm). Emisní pík karotenoidů (izolovaných z řas) se nachází
v  rozmezí  660-690  nm  [27]  v  závislosti  na  složení  lipidických  granulí,  ve  kterých  se
karotenoidy nacházejí. Intenzita fluorescence je v oblasti 690-800 nm nezanedbatelná a takřka
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konstantní [27]. V oblasti 550-600 nm byl nalezen další, méně intenzivní fluorescenční pík
[27].   Kvantový  výtěžek  fluorescence  karotenoidů  je  poměrně  nízký,  pro   β-karoten
činí 1,7·10-4 [28].
 2.6 Metodické postupy
 2.6.1 Stanovení sušiny pomocí turbidimetrie (absorpční spektrofotometrie)
Pro vztažení obsahu karotenoidů na jednotku hmotnosti sušiny (příp. na jednotku objemu
kultury) je nutné stanovit sušinu. Toto je možné učinit gravimetricky, kdy se promyté buňky
vysuší  v  horkovzdušné  sušárně  do  konstantní  hmotnosti  a  jsou  poté  zváženy,
nebo turbidimetricky na  absorpčním spektrofotometru,  kdy se  stanoví  absorbance  zředěné
buněčné  suspenze   při  vhodné  vlnové  délce,  kdy  je  záření  buňkami  absorbováno  jen
minimálně  a  tak  je  hodnota  absorbance  rovna  hodnotě  turbidimetrického  rozptylu.
Pro karotenoidní kvasinky je užívána vlnová délka 630 nm [29]. Při  spektrofotometrickém
stanovení je nutno předem sestrojit kalibrační křivku, přičemž obsah sušiny v jednotlivých
bodech kalibrační křivky je stanoven výše zmíněnou gravimetrickou metodou. 
 2.6.2 Průtoková cytometrie
Průtoková  cytometrie  je  moderní  metodou,  jež  se  dočkala  velkého  uplatnění  v  oblasti
základního  i  klinického  výzkumu  při  zkoumání  vlastností  velkého  počtu  buněk  v  rámci
heterogenních  populací.  Charakteristickým  pro  průtokově-cytometrickou  analýzu
je multiparametrický přístup a tzv. single cell analysis, kdy jsou zkoumány vlastnosti každé
jednotlivé  buňky  z  celého  souboru  analyzovaných  buněk.  Průtoková  cytometrie  spočívá
na vytvoření  úzkého  svazku  kapaliny  pomocí  efektu  hydrodynamické  fokusace  a  tento
svazek, unášeje buňky, prochází paprskem laseru. V paprsku laseru dochází k rozptylu světla
na jednotlivých buňkách a k excitaci fluoroforů přítomných v buňkách či na jejich povrchu.
Rozptýlené světlo a vybuzená fluorescence je detekována na fotonásobičích a signál je dále
zpracován počítačem, zatímco buňky odcházejí buďto do odpadu, nebo mohou být sbírány
pro další analýzy. 
Detailní  postup  průtokově-cytometrické  analýzy  je  následující:  K  buňkám,
rozsuspendovaným ve vhodném pufru (nebo je možno použít rovnou vzorek kultury vhodně
naředěný,  bez  promývání  kultivačního  média),  je  přidáno  množství  roztoku  fluoroforu/ů
dle optimalizovaného  protokolu  a  následuje  různě  dlouhá  inkubace  za  různých  podmínek
(dle převzatého či vypracovaného barvícího protokolu). Poté je vzorek vložen do průtokového
cytometru,  který  nasaje  předvolené  množství  vzorku  a  čerpá  jej  k průtokové  komůrce,
kde pomocí efektu hydrodynamického fokusování dojde ke vzniku úzkého paprsku tekutiny,
který  má  průměr  srovnatelný  s  průměrem  analyzovaných  buněk.  Tím  je  zajištěno,
že v okamžiku detekce (vstup buňky do svazku laserových paprsků) je analyzována jen jedna
buňka (single-cell analysis). K fokusaci dochází tak, že vzorek procházející vnitřním válcem
průtokové  komůrky  je  na  kónickém  konci  vnitřního  válce  strháván  vně  válce  proudící
plášťovou  tekutinou,  která  má  vyšší  rychlost  průtoku  než  je  průtok  samotného  vzorku.
To vede  k  podstatnému  zůžení  průtočného  profilu  vzorku.  Vše  se  děje  za  podmínek
laminárního  toku,  aby  nedocházelo  k  promíchávání  vzorku  a  plášťové  tekutiny.  Proces
hydrodynamické fokusace je ilustrován na Obrázku 8. 
Následuje tedy vstup a průchod buňky laserovým paprskem, přičemž dochází k excitaci
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fluoroforů a rozptylu světla. Rozptýlené světlo je měřeno na dva parametry – přímý rozptyl
(forward scatter - FSC, též small angle light scattering – SALS), měřený v malém úhlu vůči
přímému  směru  laserových  paprsků  (konkrétní  hodnota  úhlu  záleží  na  volbě  výrobce
cytometru), jeho hodnota je úměrná velikosti buněk. Druhým parametrem je postranní rozptyl
(side scatter – SSC, large angle light scattering – LALS), měřený obvykle v 90° úhlu vůči
směru procházejících laserových paprsků,  je úměrný vnitřní  členitosti  (granularitě)  buněk.
Vybuzená fluorescence je detekována v 90° úhlu soustavou filtrů a detektorů (fotonásobičů).
Buňky jsou poté odvedeny buďto do odpadní nádoby, nebo následuje rozdělení podle jejich
vlastností (fluorescence activated cell sorting, FACS) pomocí vytvoření elektrického náboje
v kapalině okolo buňky při výstupu z kapiláry s následnou separací v elektrickém poli.
Při  průtokově-cytometrické  analýze  je  užíváno  fluoroforů,  ať  už  samostatně,  nebo
v konjugaci s protilátkami. Fluorofor je molekula, která se váže nekovalentně ke zkoumané
látce  v  buňce  či  na  povrchu  buňky,  příčemž  dochází  k  takové  interakci  elektronů,
že je vytvořena  či  zvýšena  schopnost  dané  molekulární  struktury  fluoreskovat  po  excitaci
zářením o vhodné vlnové délce. 
 2.6.3 Stávající využití průtokové cytometrie při studiu kvasinek
Průtoková  cytometrie  je  metodikou,  jenž  umožňuje  značné  zkrácení  analýz  a  současné
zvýšení  statistické  relevance  prostřednictvím  sběru  velkého  množství  dat  podávájících
informace o jednotlivých buňkách v rámci velkých populací. To činí průtokovou cytometrii
atraktivní  v mnoha oblastech průmyslové aplikace i  vědeckého výzkumu.  V následujících
odstavcích  jsou  uvedeny  příklady,  týkající  se  studia  kvasinek  a  kvasinkových
mikroorganismů. 
Průtokovou cytometrii  je  možné využít  k  mikrobiologickému vyhodnocení  kvality  vína
[31], konkrétně ke stanovení množství a viability přítomných kvasinek (rodu Saccharomyces)
a také bakteriálních kultur přítomných ve víně. Stanovení viability se obvykle provádí pomocí
oxonolu nebo propidium jodidu. Vedle vinařství nachází průtoková cytometrie také využití
v pekárenském průmyslu, opět při vyhodnocení viability kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
a to například při rehydrataci kvasničných lyofilizátů při přípravě těsta [32].
Kromě vyhodnocení viability a počtu buněk je průmyslově zajímavé i zjištění toho, co se
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Obrázek 8: Hydrodynamické fokusování [30].
v buňce odehrává v průběhu kvasných a procesů.  V důsledku hlubšího porozumění těmto
procesům můžeme získat možnost ovlivnit  výkon fermentačního procesu.  Jednou z metod
je měření intenzity fluorescence po barvení fluorescein diacetátem [33], u níž byl zaznamenán
významný vztah mezi intenzitou fluorescence a obsahem ergosterolu a glykogenu. 
Vedle průmyslového užití kvasinek Saccharomyces cerevisiae je tento organismus zkoumán
jako nejjednodušší model eukaryotických buněk. Průtokově-cytometrické metody aplikované
ve výzkumu kvasinek umožňují nahlédnout do regulace buněčného cyklu [34], stejně jako
výrazně zkracují dobu nutnou pro zkoumání interakcí protein-protein [35].
Při  studiu  karotenogenních  kvasinek  byla  nalezena  možnost,  jak  kvantifikovat  celkový
obsah  karotenoidů  pomocí  průtokové cytometrie  [39,  41],  čímž  se  lze  elegantně  vyhnout
nutnosti  obtížné,  nespolehlivé  a  časově  náročné  extrakce,  snížit  pracnost  a  zkrátit  dobu
získání výsledků na cca 5-10 min z původních cca 80 minut na vzorek. To příspívá i k větší
efektivitě případných pokusů o on-line optimalizaci biotechnologického procesu.
 2.6.4 Fluorescenční mikroskopie
Laserová skenovací konfokální mikroskopie (LSCM)
Konfokální mikroskopie je speciálním případem optické mikroskopie, která umožňuje vyšší
rozlišení než jiné druhy optické mikroskopie. To je umožněno tím, že na detektor dopadá
světlo pouze z ohniskové roviny mikroskopu. Světlo z mimoohniskových rovin je zadrženo
clonkou (pin hole).  Postupným skenováním vzorku  bod po bodu (v  rovině  xy,  stejně  tak
přeostřením v ose z) a následným složením jednotlivých bodů do výsledného obrazu je možné
získat nejen dvourozměrný snímek, ale i třírozměrné zobrazení vzorku. Laser jakožto zdroj
světla s vysokou intenzitou zajišťuje excitaci i pro fluorofory s nízkým kvantovým výtěžkem,
a LSCM je tak vhodná technika pro zobrazení karotenoidů v buňkách. 
"Fluorescence  lifetime  imaging  microscopy"  (FLIM)  –  mikroskopie  zobrazování  doby
života fluorescence
Absorpcí  fotonu  excitovaný  fluorofor  se  do  základního  stavu  navrací  s  určitou
pravděpodobností,  která  závisí  na  součtu  rychlostních  konstant  všech  možných  způsobů
návratu  na  základní  hladinu,  přičemž  alespoň  jedna  musí  být  provázena  spontánní  emisí
fotonu,  aby  mohla  být  pozorována  fluorescence.  Závislost  intenzity  fluorescence  daného
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Obrázek 9: Princip LSCM. Převzato z [36].
fluoroforu v čase má tvar
I ( t)= I 0 e
−t /τ ,
kde t je čas, I0 intenzita fluorescence na počátku měření a τ je doba života. Tato závislost je
také nazývána křivkou vyhasínání. Vztah mezi dobou života a rychlostními konstantami  ki
jednotlivých možných způsobů návratu na základní hladinu je
1
τ = Σ k i .
Doba života  je  nezávislá  na  intenzitě  excitačního záření  stejně  jako na intenzitě  záření
emitovaného,  při  dostatečné  citlivosti  detektorů  umožňuje  rozlišení  dvou  fluoroforů
emitujících doslova na stejné vlnové délce. Podmínkou měřění doby života je pulzní laserový
zdroj. Po pulzním osvícení vybraného bodu vzorku je měřena odezva detektoru v čase ("time
correlated single photon counting", TCSPC, časově rozlišené čítání fotonů). Pro TCSPC je
charakteristická detekce méně než jednoho fotonu na jeden excitační pulz, a tak se měřící
cyklus  opakuje  dokud  není  získano  dostatečné  množství  dat  pro  stanovení  doby  života
z naměřené  křivky  vyhasínání.  Čím  více  fotonů  je  detekováno,  tím  přesnější  je  získaná
vyhasínací křivka, přičemž pro správné vyhodnocení je zapotřebí nejméně 4 000 fotonů [23].
Při užití fluorescenčních sond citlivých na prostředí, ve kterém se nacházejí (vliv solvatace
rozpouštědlem, přítomnosti iontů a pod.) lze ve vzorku rozlišit oblasti s odlišnými vlastnostmi
na základě toho, jak se mění doba života fluoroforu.
Pro  studium lokalizace  karotenů  v  buňce  je  klíčovým parametrem znalost  doby života
jednotlivých karotenů. Pro β-karoten činí 8,4 ± 0,6 ps [37], pro druhý v kvasinkách nejhojněji
zastoupený karoten torulen není hodnota v literatuře dohledatelná. 
Fluorescenční korelační spektroskopie (FCS)
Fluorescenční  korelační  spektroskopie  (v  kombinaci  s  konfokálním  mikroskopem)  je
korelační analýzou fluktuace naměřené intenzity fluorescence, ktrá je způsobena Brownovým
pohybem fluoreskujících částic napříč konfokálním objemem. Pomocí této analýzy je získáno
průměrné  množství  částic  v  konfokálním objemu  a  průměrný  difuzní  čas  (doba  setrvání
částice v konfokálním objemu), na základě těchto údajů lze určit velikost fluoreskující částice
(hydrodynamický  poloměr),  koncentraci  a  difúzní  koeficient.  FCS  je  citlivou  metodou,
schopnou měřit  až  pikomolární  koncentrace v konfokálním objemu okolo 1 μl  i  menším.
Kromě difuzních vlastností a lokálních koncentrací molekul v buňkách [38] může sloužit také
k měření interakcí proteinů [38], k změnám jejich konformací [39], a ke studiu dynamiky
biomembrán, typicky dynamiky membránových proteinů [40].
 2.6.5 Extrakce
Efektivní extrakce karotenoidů z mikrobiálních buněk dosud zůstává problémem, přičemž
dosud  neexistuje  standardní  technika  k  maximalizaci  výtěžku  extrakce.  Extrakce
intracelulárně produkovaných karotenoidů vyžaduje efektivní rozklad velmi pevné buněčné
stěny kvasinek, např. rozklad působením kyselin,  ten však zároveň poškozuje karotenoidy.
Enzymatické  metody  rozrušení  buněčné  stěny  za  účelem  extrakce  karotenoidů  jsou  také
užívány  [41,  42],  stejně  jako  byla  vyzkoušena  i  extrakce  superkritickým  CO2 [43].
Je také možná  mechanická  desintegace  v  třecí  misce,  přičemž  na izolaci  karotenoidů
z buněčných  obsahů  se  používá  nejčastěji  aceton  [13,  29,  44],  petrolether  [44]  nebo
dimethylsulfoxid  [13,  44]  jako  extrahovadlo.  Karotenoidy jsou  obsaženy v lipoproteinové
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frakci membrán a v tukových kapénkách v cytoplazmě [44], na jejich uvolnění je tak nutné
odebraný  vzorek  zmýdelnit  s  alkoholickým roztokem KOH nebo  NaOH.  Karotenoidy se
po zmýdelnění  opět  několikrát  extrahují  výše  zmíněnými  nepolárními  organickými
rozpouštědly.
 2.6.6 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie patří mezi chromatografické separační metody,
které  využívají  rozdílné  distribuce  jednotlivých  analytů  mezi  stacionární  a  mobilní  fázi.
Karotenoidy jakožto především nepolární, lipidické molekuly jsou separovány na nepolárních
kolonách (nejčastěji C18), tj.  metodou RP HPLC (reverse phase, obrácené fáze – klasická
chromatografie využívá polární adsorbenty jako silika a alumina a nepolární rozpouštědlo).
Pro eluci se užívá polární organické rozpouštědlo, případně směsi rozpouštědel, které mohou
obsahovat i malé množství vody, jejíž obsah zvyšuje separační účinnost v případě polárních
analytů (např. astaxanthin, torularhodin). Eluce může být isokratická či gradientová, v druhém
případě obvykle klesá zastoupení vody v mobilní fázi [13]. K eluci může být použita směs
acetonitil:tetrahydrofuran:voda [44], methanol [29], methanol:acetonitril [45], součástí směsí
může být i aceton [13].
Pro  určení  identity  píku  je  nutné  vzorek  porovnat  s  dostupným  standardem,
pro kvantitativní analýzu je pak nutné proměřit koncentrační řadu standardu. Obsah analytu
ve vzorku se stanovuje z plochy píku, je možné jej stanovit i z výšky píku (obvykle méně
přesné).  V karotenogenních  kvasinkách jsou nejhojněji  zastoupené pigmenty torularhodin,
torulen  a  β-karoten,  přičemž  pouze  pro   β-karoten  je  k  dispozici  standard,  množství
torularhodinu a torulenu se obvykle stanovují porovnáním ploch příslušných píků s píkem
β-karotenu [44, 45], kterému jsou vysoce podobné jak strukturně, tak absorpčním spektrem.
Vedle  zmíněných  tří  pigmentů  lze  v  kvasinkách  také  nalézt  karotenoidy  lykopen  [46],
γ-karoten [13].
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 3 CÍL PRÁCE
Cílem  předložené  bakalářské  práce  zaměřené  na  využití  moderních  instrumentálních
technik k vizualizaci a detailní charakterizaci buněčných struktur karotenogenních kvasinek
je řešení následujících dílčích úloh:
• Rešerše  zaměřená  na  využití  pokročilých  fluorescenčních  technik  k  charakterizaci
složek mikrobiálních buněk
• Zavedení a optimalizace potřebných metod - FC, FCS, mikroskopie.
• Experimentální  studie  zaměřená  na  charakterizaci  vybraných  struktur  buněk
karotenogenních kvasinek.
• Vyhodnocení výsledků a diskuse
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 4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
 4.1 Chemikálie
 4.1.1 Kultivační média a jejich složky
Kvasničný autolyzát, Himedia (Indie)
D-glukóza monohydrát p.a., Lach-Ner s r.o. (ČR)
Síran amonný p.a., Lachema (ČR)
Dihydrogenfosforečnan draselný p.a., Lachema (ČR)
Síran horečnatý heptahydrát p.a., Lachema (ČR)
 4.1.2  Chemikálie pro izolaci karotenoidů
Acetón p.a., Lachema (ČR)
Hydroxid draselný p.a., Lachema (ČR)
Diethyléter p.a., Lachema (ČR)
 4.1.3 Chemikálie speciální
Methanol pro HPLC, Gradient Grade, Sigma-Aldrich (SRN)
Ethanol pro UV-VIS spektroskopii, Lachema (ČR)
Nilská červeň pro mikroskopii, Sigma-Aldrich (SRN)
Propidium jodid, Sigma-Aldrich (SRN)
 4.2 Přístroje a pomůcky
 4.2.1 Kultivace kvasinek a stanovení biomasy
Spektrofotometr VIS, Helios δ, Unicam (UK)
Mikroskop LM 666 PC/∞ LED, Intraco Micro (SRN)
GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)
Lucia Image Active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (ČR)
Třepačka IKA Yellow Line, (SRN)
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)
Analytické váhy Boeco (SRN)
 4.2.2 Izolace a analýza karotenoidů
Filtry 0,45 μm pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)
Vakuová odparka RV 06, IKA (SRN)
Vodní lázeň EL-20, Merci a.s. (ČR)
Sestava na HPLC/PDA:
Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, ČR)
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Vyhodnocovací systém Xcalibur
Kolona Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm, Phenomenex
Držák předkolony - KJ0 - 4282, ECOM (ČR)
Předkolona - C18, AJ0 - 4287, Phenomenex
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 4.2.3 Fluorescenční metody
Průtokový cytometr Apogee A50, ApogeeFlow Systems (UK)
Luminiscenční spektrometr Fluorolog, Horiba Scientific (Japonsko)
Časově  rozlišený  laserový  skenovací  konfokální  mikroskop  MicroTime  200,  PicoQuant
(SRN)  s  hlavami  s  pikosekundovými  laserovými  diodami  a  vyhodnocovacím  systémem
SymPhoTime
 4.3 Mikroorganismy
Ke kultivaci byly užity kvasinkové kmeny: 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4
Sporobolomyces shibatanus CYY 19-20-3
Cystofilobasidium capitatum CYY 10-1-2
 4.4 Kultivace karotenogenních kvasinek
Všechny použité kmeny byly kultivovány submerzně na optimálním glukózovém médiu
za stálého třepání (90 RPM) a osvětlení při 25 °C. Kultivace probíhala přes dvoustupňové
inokulum za  účelem eliminace  lag-fáze.  Inokulum I  (50 ml)  bylo  zaočkováno 5 velkými
kličkami  odebranými  ze  zásobní  kvasinkové  kultury  na  Petriho  misce  a  po  24  hodinách
kultivace bylo z něj odebráno 20 ml k zaočkování inokula II (100 ml, očkovací poměr 1:5).
Po 24 hodinách kultivace bylo z inokula II odebráno 25 ml k zaočkování 125 ml produkčního
média (očkovací poměr 1:5).
Složení inokulačních médií a produkčního média bylo totožné, je shrnuto v Tabulce 1.
Tabulka 1: Složení inokulačních a produkčních médií.
Složka Množství (g/l vody)
glukóza 40
(NH4)2SO4 5
KH2PO4 5
MgSO4 0,34
extrakt z kvasnic 7
Kultury byly kultivovány 140 hodin, přičemž přibližně každých 24 hodin byly odebírány
vzorky pro zjištění množství biomasy, karotenoidů a intenzity autofluorescence.
 4.5 Stanovené biomasy a její zpracování
Stanovení biomasy bylo provedeno turbidimetricky při vlnové délce 630 nm a vhodném
naředění.  Naměřené  hodnoty  absorbance  byly  vztaženy  k  obsahu  biomasy  v  g/l  podle
regresních rovnic převzatých z práce [29]:
Rhodotorula glutinis y = 0,1947x – 0,0234,
Cystofilobasidium capitatum y = 0,1669x + 0,1884,
Sporobolomyces roseus y = 0,2421x – 0,0488,
Sporobolomyces shibatanus y = 0,2047x – 0,0184,
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kde y je naměřená absorbance a x je množství sušiny v g/l kultury. Jako blank byla použita
destilovaná voda.
Jako vzorek pro zjištění obsahu karotenoidů byl v určeném čase odebrán objem 100 ml
media,  který  byl  zcentrifugován  při  5 000  RPM  po  dobu  7  minut,  následně  promyt
destilovanou vodu a opět zcentrifugován za stejných podmínek. Pelet byl rozsuspendován ve
fyziologickém roztoku a uschován v mrazničce.
 4.6 Průtoková cytometrie
Zároveň se vzorky odebranými pro stanovení  biomasy a pro stanovení  karotenoidů byl
odebrán  vzorek  buněčné  suspenze  pro  analýzu  na  průtokovém  cytometru.  Nastavení
cytometru je uvedeno v Tabulce 2.
Tabulka 2: Nastavení průtokového cytometru Apogee A50 pro analýzu kvasničných kultur.
Objem vzorku 120 μl
Rychlost průtoku vzorku 2,78 μl/min 
Přetlak plášťové tekutiny 150 mbar
Napětí na fotonásobičích SALS 300 V
LALS 400 V
FL1 (535 nm, BP 35 nm) 500 V
FL2 (590 nm) 500 V
FL3 (680 nm, BP 35 nm) 500 V
FL4 (LP 740 nm) 500 V
Lasery (laserové diody) 488 nm
635 nm
 4.7 Izolace a analýza karotenoidů
Zamrazené vzorky byly ve tmě rozmrazeny a centrifugovány 10 minut při  5 000 RPM.
Poté byly promyty destilovanou vodou a opět centrifugovány (stejné podmínky). Sediment
byl  vymyt  z  centrifugační  kyvety  postupnými  dávkami  acetonu  (celkem 50  ml)  do  třecí
misky,  kde  byl  dezintegrován.  Následně  byl  kvantitativně  převeden  do  odpařovací  misky
a bylo k němu přidáno 50 ml 10% alkoholického KOH za účelem zmýdelnění, které probíhalo
na vodní lázni 90 °C teplé po dobu 30 minut. Odparek byl poté několikrát extrahován malými
dávkami diethyletheru, spojené etherové frakce byly odpařeny na vakuové odparce.
Vysušený  extrakt  byl  rozpuštěn  v  ethanolu  pro  HPLC a  přefiltrován  přes  jednorázový
440 nm membránový filtr do mikrozkumavky. Před nástřikem na kolonu byly vzorky ještě
krátce centrifugovány při  5 000 RPM.
HPLC  analýza  probíhala  za  izokratické  eluce  methanolem  při  průtoku  1  ml/min
na nerezové  koloně  Kinetex  C18  (2,6  mm,  4,6  x  150  mm,  Phenomenex)  s  předkolonou,
s temperací kolonového prostoru na 45 °C. Detekce byla fotometrická za užití PDA detektoru,
sledovanou vlnovou délkou bylo 450 nm. Dávkování vzorku na kolonu bylo uskutečněno přes
dávkovací ventil se smyčkou o objemu 20 μl.
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K analýze byla použita chromatografická sestava od firmy ECOM spol. s.r.o. K zpracování
dat byl použit chromatografický software Xcalibur.
Stanovení β-karotenu proběhlo na základě analýzy koncentrační řady standardu β-karotenu,
přičemž kalibrační křivka byla převzata z práce [29]. Pro stanovení torulenu, torularhodinu
a celkových karotenoidů byla, vzhledem k nedostupnosti standardů, použita kalibrační křivka
β-karotenu. K identifikaci torulenu a torularhodinu na chromatogramu byla použita známá
absorbční spektra těchto látek. Ke kvantitativnímu vyhodnocení byla použita závislost plochy
píku na koncentraci standardu [2]. Celkový obsah karotenoidů byl vyhodnocen jako součet
jednotlivých  karotenoidů,  přičemž  do  součtu  byly  zahrnuty  všechny  píky  následující  pík
torularhodinu včetně.
 4.8 Charakterizace karotenogenních kvasinek pomocí metod fluorescenční 
mikroskopie
Nejdříve  byly  při  chromatografické  analýze  odebrány  frakce  příslušející  jednotlivým
karotenoidům. Posléze byly proměřeny excitační  a  emisní  spektra  jednotlivých vybraných
frakcí  na luminiscenčním spektrometru  Flourolog za  účelem orientace  ve  vzorku vedoucí
k volbě vhodné vlnové délky pro excitaci při mikroskopickém pozorování buněk. Vybrané
frakce  byly posléze  proměřeny na  fluorescenčním mikroskopu MicroTime 200 za účelem
zjištění doby života příslušných karotenoidů.
 Vzorky buněčné suspenze zkoumaných kvasničných druhů odebrané v různých časech
byly fixovány přelitím kapky buněčné suspenze na krycím sklíčku roztokem 2% agarosy
v destilované  vodě.  Takto  fixované  vzorky  byly  pozorovány  pod  fluorescenčním
mikroskopem (LSCM) MicroTime 200 při excitaci 467 nm a emisním filtru 520/35.
Při  snímkování  za užití  Nilské červeně byl  k 1 ml buněčné suspenze přidáno  5  μl  NR
ze zásobního roztoku o koncentraci 1mg/ml (v acetonu). Po třech minutách inkubace v temnu
při laboratorní teplotě byly zhotoveny vzorky pro mikroskopování přelitím kapky buněčné
suspenzu 2% roztokem agarosy v destilované vodě.
K  0,5  ml  buněčné  suspenzi  bylo  přidáno  0,5  ml  96%  ethanolu  a  vzniklá  směs  byla
promíchána. Tím byly buňky usmrceny, aby do nich proniklo barvivo PI. To bylo k suspenzi
usmrcených buněk přidáno v množství 5  μl  ze zásobního roztoku o koncentraci 1 mg/ml
(ve vodě). Po jedné minutě inkubace v temnu při laboratorní teplotě byly vyhotoveny vzorky
pro mikroskopování.
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 5 VÝSLEDKY A DISKUZE
Data získaná pomocí průtokové cytometrie byla dále analyzována s cílem odhalit možné
souvislosti s chováním buněk v procesu růstu a s obsahem průmyslově utilizovatelných látek.
Na obrázku 10 je uveden výstup z průtokového cytometru s vyznačením toho, kde hledat
na ne vždy přehledném výstupu potřebné údaje, jako ukázka práce s průtokovým cytometrem.
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Obrázek 10: Analýza dat získaných pomocí průtokového cytometru.
 5.1 Využití průtokové cytometrie ke stanovení obsahu karotenoidů
Při měření vzorků růstové křivky na průtokovém cytometru je možné stanovit  závislost
velikosti  a granularity  buněk  v  závislosti  na  době  kultivace,  a  hlavně  závislost  intenzity
fluorescence (mean fluorescence intensity, MFI) zaznamenané jednotlivými detektory na době
kultivace MFIx = f(t),  kde x je rozmezí vlnových délek záření,  které dopadá na příslušný
detektor. Porovnáním MFIx = f(t) se závislostí obsahu karotenoidů v sušině  na čase lze získat
korelativní  vztah,  který  umožňuje  kvantifikovat  obsah  karotenoidů  v  kvasinkách  pomocí
autofluorescence zaznamenané na průtokovém cytometru, bez nutnosti extrakce karotenoidů
z buněk a jejich HPLC stanovení [45, 47].
Jedním z cílů této práce bylo ověřit existenci takovýchto korelativních vztahů na kmenech
karotenogenních kvasinek užívaných v naší laboratoři. Získaná data z průtokového cytometru
a  HPLC  analýzy  byly  vyneseny  do  vzájemné  závislosti  (všechny  možné  kombinace
mezi jednotlivými  fluorescenčními  kanály  a  obsahem  torulenu,  β-karotenu  a  celkovým
obsahem  karotenů)  a  ta  byla  vyhodnocena  metodou  nejmenších  čtverců.  U  druhů
Rhodotorula  glutinis a  Sporobolomyces  roseus byly  tyto  závislosti  nalezeny,  zatímco
u Cystofilobasidium  capitatum a  Sporobolomyces  shibatanus nebyly  nalezeny  známky
očekávané lineární  závislosti.  Příčiny,  proč  nebyly tyto  závislosti  nalezeny,  nejsou známé
a budou  předmětem  dalších  experimentů.  V  případě  druhu   Cystofilobasidium  capitatum
se nabízí  souvislost  s  přítomností  obrovských  granulí  v  buňkách,  která  byla  odhalena
při snímkování na fluorescenčním mikroskopu (viz kapitola 5.3).
U  druhu  Rhodotorula  glutinis byl  nejprve  zaznamenán  efekt  koncentračního  zhášení
(Graf 1) u nejstaršího vzorku (139 h kultivace),  který obsahoval enormě vysoké množství
karotenoidů.  Po  exkluzi  tohoto  vzorku  z  další  analýzy  datového  souboru  byla  získána
poměrně přesvědčivá lineární závislost (Graf 2, 3, 4). Obecně byla volena regresní závislost
procházející  počátkem  soustavy  souřadnic,  a  to  z  důvodu  cca  3-4 řádově   intenzivnější
fluorescenci karotenoidů než jakýchkoli dalších sloučenin v buňce, zaznamenaných na LSCM
(viz kapitola 5.3).
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Graf 1: Příklad koncentračního zhášení fluorescence u druhu 
Rhodotorula glutinis.
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Graf  3: Množství  torulenu  jako  funkce  střední  intenzity  fluorescence
na detektoru FL3.  Rhodotorula glutinis.
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Graf 2: Množství beta karotenu jako funkce střední intenzity fluorescence
na detektoru FL2.  Rhodotorula glutinis.
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Lineární  závislosti  mezi  obsahem  karotenoidů  a  intenzitou  signálu  autofluorescence
u druhu Sporobolomyces roseus jsou znázorněny v Grafech 5, 6, 7.
29
Graf  4: Celkové  množství  karotenoidů   jako  funkce  střední  intenzity
fluorescence na detektoru FL1. Rhodotorula glutinis.
10 15 20 25 30 35 40 45
0
50
100
150
200
250
FL1
ce
lk
ov
é 
ka
ro
te
no
id
y (
ug
/g
 s
uš
in
y)
f(x) = 4,18x
R2 = 0,93
Graf 5: Množství beta-karotenu jako funkce střední intenzity fluorescence 
na detektoru FL1. Sporobolomyces roseus.
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Graf 6: Množství torulenu jako funkce střední intenzity fluorescence na 
detektoru FL2. Sporobolomyces roseus.
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Graf  7: Celkové  množství  karotenoidů  jako  funkce  střední  intenzity
fluorescence na detektoru FL1. Sporobolomyces roseus.
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V následujících grafech (Graf 8, 9) jsou uvedeny příklady toho, jak vypadala data obdržená
pro druhy Cystofilobasidium capitatum a Sporobolomyces shibatanus.
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Graf  8: Celkový  obsah  karotenoidů  jako  funkce  střední  intenzity
fluorescence FL1. Cystofilobasidium capitatum.  
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Graf 9: Celkový obsah karotenoidů jako funkce střední intenzity 
fluorescence FL1. Sporobolomyces shibatanus.
10 20 30 40 50 60 70
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
FL1
ce
lk
ov
é 
ka
ro
te
no
id
y (
ug
/g
 s
uš
in
y)
Prakticky  použitelnými  pro  vyhodnocení  obsahu  karotenoidů  jsou  vztahy  získané
pro celkové karotenoidy. Důvodem obtížné použitelnosti vztahů pro jednotlivé karotenoidy
je podobnost jejich spektrálních vlastností a spolu s jejich proměnlivým poměrem v průběhu
kultivace.
 5.2 Využití průtokové cytometrie ke stanovení biomasy
Vedle stanovení karotenoidů bylo zkoumáno, zda-li by se průtokově cytometrická analýza
dala  použít  ke stanovení  biomasy (sušiny)  při  využití  rozptylových charakteristik  a  čítací
schopnosti cytometru.
SALS (přímý rozptyl, small angle light scattering) je měřítkem velikosti buňky, přičemž lze
předpokládat, že hmotnost buňky bude úměrná její velikosti. Dále LALS (boční rozptyl, large
angle  light  scattering)  je  měřítkem  vnitřní  členitosti  (granularity).  Vzhledem  k  tomu,
že karotenoidní kvasinky jsou lipidotvorné, lze očekávat, že s rostoucím obsahem zásobních
lipidů v podobě lipidických zrn v cytoplazmě bude narůstat i LALS buňek, tedy že hmotnost
buňky  bude  úměrná  LALS.  Množství  biomasy  bude  závislé  nejen  na  hmotnosti  buněk,
ale také na jejich počtu.
Nejjednodušším modelem se jeví být ten, kdy biomasa B je funkcí
B = LALS⋅SALS⋅n
kde  n je  počet  buněk  na  1  μl  buněčné  suspenze  (tyto  jednotky  nalézáme  na  výstupu
přístroje).  V tomto modelu je trojrozměrná struktura buňky redukována do dvourozměrné
plochy, jejímž jedním rozměrem je střední průměr buňky (reprezentovaný parametrem SALS,
konkrétně střední hodnotou za celou populaci kvasničných buněk ve vzorku) a tak i od něj
odvoditelný  objem buňky,  a  druhým je  vnitřní  členitost  charakterizující  obsah  zásobních
lipidů v buňce a tak i hmotnost jednotky objemu buňky. Tato plocha je pak násobena počtem
buněk v jednotce objemu buněčné suspenze pro získání hmotnosti biomasy v jednotce objemu
suspenze (v modelu tuto celkovou hmotnost reprezentuje celková plocha).
Výsledky  aplikace  tohoto  modelu  na  naměřená  data  jsou  uvedena  v  Grafech  10 - 13,
přičemž hodnoty množství biomasy a součinu LALS·SALS·n byly pro větší přehlednost grafů
zlogaritmovány.
Důležitým parametrem je jednotná doba akvizice při  daném průtoku a daném množství
vzorku,  a  to  z  důvodu  existence  sedimentace  buněk  v  průtokové  komůrce  (flow  cell)
v průběhu analýzy. Tato sedimentace se projevuje nestabilitou v počtu událostí (event rate
instability), kdy v průběhu času klesá počet buněčných událostí detekovaných za jednotku
času (a jednotku objemu). Proto je vhodné na základě experimentů stanovit vhodnou dobu
zastavení  analýzy  před  tím,  než  index  nestability  dosáhne  určité  hodnoty  (např.  Apogee
doporučuje mez -20 % v porovnání s průměrnou event rate během prvních 30 s akvizice).
Na základě  dlouhodobých zkušeností  při  práci  v  naší  laboratoři  byla  tato  doba stanovena
na 30 s.
Tabulky  naměřených  dat  k  této  kapitole  (stanovení  biomasy)  a  kapitole  předcházející
(stanovení karotenoidů) jsou přílohou této bakalářské práce (Příloha 1).
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Graf  10: Stanovení  závislosti  mezi  množstvím biomasy,  rozptylovými
charakteristikami  a  množstvím  buněk  v  jednotce  objemu
u Sporobolomyces roseus. Data byla sbírána s následujícími podmínkami
akvizice: vzorek 100x zředěný, množství vzorku 120  μl, průtok vzorku
2,78  μl/min a doba akvizice 30 s.
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Graf  11: Stanovení  závislosti  mezi  množstvím  biomasy,  rozptylovými
charakteristikami  a  množstvím  buněk  v  jednotce  objemu
u Cystofilobasidium  capitatum.  Data  byla  sbírána  s  následujícími
podmínkami  akvizice:  vzorek  100x  zředěný,  množství  vzorku  120  μl,
průtok vzorku 2,78  μl/min a doba akvizice 30 s.
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Graf  12:  Stanovení  závislosti  mezi  množstvím biomasy,  rozptylovými
charakteristikami  a  množstvím  buněk  v  jednotce  objemu
u Sporobolomyces  shibatanus.  Data  byla  sbírána  s  následujícími
podmínkami  akvizice:  vzorek  100x  zředěný,  množství  vzorku  120  μl,
průtok vzorku 2,78  μl/min a doba akvizice 30 s.
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Graf  13:  Stanovení  závislosti  mezi  množstvím biomasy,  rozptylovými
charakteristikami a množstvím buněk v jednotce objemu u Rhodotorula
glutinis. Data byla sbírána s následujícími podmínkami akvizice: vzorek
100x zředěný, množství vzorku 120 μl, průtok vzorku 2,78  μl/min a doba
akvizice 30 s.
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 5.3 Fluorescenční mikroskopie (LSCM) karotenogenních kvasinek
Pro experimenty s autofluorescencí na fluorescenčním mikroskopu byla za základ vzata
excitace  na  průtokovém cytometru  (488  nm argonový laser)  a  použita  nejbližší  dostupná
vlnová délka excitace (467 nm diodový laser) na mikroskopu. Vzhledem k emisi karotenoidů
na FL1 (filtr 535/35) byl na mikroskopu použit emisní filtr 520/35.
Nejprve  byly  odměřeny vybrané  frakce  sesbírané  na  výstupu z  HPLC.  Vybrané  frakce
obsahovali  torulen,  β-karoten,  torularhodin  a  torularhodinalkohol  rozpuštěné  v  methanolu
(eluent).  V následující  tabulce (Tabulka 3) jsou uvedeny získané doby života jednotlivých
karotenoidů.
Tabulka 3: Doby života vybraných karotenoidů v methanolu.
Sloučenina Doba života (ps)
Torularhodin 3,25 ± 0,07
Torularhodinalkohol 3,52 ± 0,28
Torulen 2,84 ± 0,16
β-karoten 5,50 ± 0,81
Pořízené snímky buněk jsou uvedeny na obrázcích níže. Obrázek 11 je přehledným FLIM
obrázkem  (Fluorescence  Lifetime  Imaging  Microscopy)  Cystofilobasidium  capitatum
po 38 hodinách kultivace. Obrázek pomocí RGB zobrazení znázorňuje tři zaznamenané doby
života ve vzorku. Červený kanál zobrazuje místa s fluoroforem s dobou života 3,5 ns, zelený
6,8 ps a modrý 787 ps. Místa s koexistencí molekul s dobou života excitovaného stavu 3,5 ns
a 787 ps se pak v důsledku skládání barev jeví jako fialová. Lze pozorovat, že nejkratší doba
života,  odpovídající  době  života  β-karotenu  [37]  (a  případně  i  jiných  karotenoidů),
je koncentrována do kulovitých útvarů v buňce (jeden velký a několik drobných). Vzhledem
k lipofilnímu charakteru  karotenoidů lze předpokládat, že tyto útvary jsou lipidické granule,
obsahující zásobní tuk (proto byl jako další experiment uskutečněno barvení pomocí nilské
červeně, barviva poskytujícího jasně oranžovočervenou fluorescenci, pokud se jeho molekuly
nacházejí v nepolárním prostředí). 
Na  obrázku  12  jsou  pak  zobrazeny  signály  příslušejícím  jednotlivým  kanálům  RGB,
tj. dobám života.
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Době života 3,5 ns odpovídají podlouhé, za sebou seřezené ledvinové útvary po obvodu
buňky připomínající mitochondrie pozorované již v jiných pracích (např. [48, 49]). Navíc je
tento čas podobný době života zinečnatého cytochromu c ve volném roztoku – 3,2 ns [50].
Lze očekávát, že v mezimembránovém prostoru mitochondrií jako svém přirozeném prostředí
bude cytochrom c stabilnější – a tak i doba života bude delší než 3,2 ns referovaných v práci
[50].1
Třetí  zjištěná  doba  života  787  ps  je  poměrně  rovnoměrně  a  s  malou  intenzitou
(viz Tabulka 4) rozprostřena po celé buňce s vyjímkou předpokládaných lipofilních granulí.
Lze  očekávat,  že  tato  nízkointenzitní  složka  může být  spojena  se sloučeninami  přirozeně
způsobujícími  autofluorescenci  (viz  kapitola.  2.5.3.  Autofluorescence).  Srovnáním s  údaji
dostupnými v literatuře (Tabulka 5, [50, 51]) je vidět, že získaný signál evidentně přináleží
koenzymům (konkrétně je zde nějvětší shoda průměrnou dobou života FAD).
1 Cytochrom c normálně obsahuje železnatý ion. Toho však lze očekávat nedostatek vzhledem ke složení
užívaného média. V rámci zachování životně důležité funkce lze očekávat, že aerobní basidiomycetní kvasinky
mohou do cytochromu c inkorporovat ionty zinečnaté – kterých je v brněnské vodovodní vodě, která se do media
přidává jako zdroj iontů, dostatek (cca 2 mg/l) k částečnému pokrytí DDD příjmu zinku (10 mg), jak se mohou
studenti Fakulty chemické VUT přesvědčit v Praktiku z analytické chemie II, úloha Polarografie.
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Obrázek  11:  Cystofilobasidium capitatum pozorovaný pomocí LSCM. Při excitaci 467 nm a emisi
520/35 nm byly v signálu autofluorescence zaznamenány tři doby života: červená 3,5 ns, zelená 6,8 ps
a modrá 787 ps. Čas 6,8 ps odpovídá fluorescenci karotenoidů.
Obrázek  12: Rozdělení  obrázku  11  do  jednotlivých  kanálů.  Na  červeném  kanálu,  příslušející
fluoroforu s dobou života 3,5 ns lze pozorovat ledvinovité útvary připomínající mitochondrie. 
Tabulka  4: Doby  života  zaznamenané  ve  vzorku  Cystofilobasidium  capitatum.
kCnts = kiloCounts, tisíc fotonů dopadlých na detektor.
Sloučenina Amplituda signálu (kCnts) Doba života (ns)
karotenoidy 817 ± 38 0,0068 ± 0,00019
Zn2+ cytochrom c 1,200 ± 0,023 3,491 ± 0,027
FAD 3,512 ± 0,028 0,7867 ± 0,0092
Tabulka  5: Doby života molekul  podílejících se na autofluorescenci.  Převzato z [50,  51].
NAD(P)/NAD(P)H i FAD vykazují vícerozpadovou kinetiku, v tabulce jsou zobrazeny dvě
nejhojněji zastoupené doby života (přičemž τ1 je dominantní) a průměrná doba života.
Sloučenina τ1 (ns) τ2 (ns) τav (ns)
NAD 0,6 4 1,79
NADP 0,65 4,4 2,53
NADH 0,55 1,7 0,67
NADPH 0,53 1,8 0,85
FMN 5,2 - -
FAD 0,08 0,7 0,78
Výstupy  z  dalšího  měření  autofluorescence  buněk  Cystofilobasidium  capitatum jsou
uvedeny na Obrázku 13 a v Tabulce 6 na následující straně.
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Tabulka  6: Doby  života  zaznamenané  ve  vzorku  Cystofilobasidium  capitatum.
kCnts = kiloCounts, tisíc fotonů dopadlých na detektor.
Sloučenina Amplituda signálu (kCnts) Doba života (ns)
karotenoidy 3595 ± 203 0,0044 ± 0,0001
Zn2+ cytochrom c 2,45 ± 0,03 3,692 ± 0,021
FAD 7,640 ± 0,076 0,792 ± 0,011
Výsledky experimentu s barvením s Nilskou červení (NR) jsou zobrazeny na Obrázku 14
a 15  a v Tabulce  7.  Ve  vzorku  byly  zaznamenány  čtyři  doby  života,  z  nichž  tři  jsou
lokalizovány v granulích a pravděpodobně všechny tři přináleží Nilské červeni, u dvou z nich
(1,62 ns  a 3,87 ns)  lze  toto  podložit  údaji  z  literatury  [52].  Třetí  doba  života  74,9  ps,
nacházející  se  v  lipidických  granulích,  by  mohla  být  následkem interakce  mezi  Nilskou
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Obrázek  13: Cystofilobasidium  capitatum FLIM  snímky,  druhé  měření.  Nahoře  vlevo  souhrnný
snímek, Nahoře vpravo doba života 3,7 ns (cytochromy c v mitochondriích), dole vlevo doba života
4,4 ps (karotenoidy) a dole vpravo doba života 792 ps (FAD).  
červení  a  karotenoidy,  toto  je  však   je  nutné  podložit  dalšími  experimenty.  Nyní  tomu
nasvědčuje pouze amplituda signálu,  jenž  je  cca  3-krát  vyšší  než  u fluorescence  samotné
Nilské červeně a je řádově totožná s hodnotou u fluorescence samotných karotenoidů.  Čtvrtá
doba života pak přináleží koenzymům (úzká shoda s τ1 NADPH).
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Obrázek  14:  Cystofilobasidium capitatum  barvené Nilskou červení,  souhrnný snímek.
Vzhledem k zobrazení v systému RGB jsou zobrazeny jen tři ze čtyř zaznamenaných
dob života. Červená 3,87 ns (NR), zelená 1,62 ns (NR) a modrá 537 ps (NADPH).
Tabulka  7: Doby  života  zaznamenané  ve  vzorku  Cystofilobasidium  capitatum  barveném
Nilskou  červení  pro  zvýraznění  lipidických  granulí.  kCnts = kiloCounts,  tisíc  fotonů
dopadlých na detektor.
Sloučenina Amplituda signálu (kCnts) Doba života (ns)
NR 97,31 ± 0,56 3,8662 ± 0,0071
NR 80,2 ± 0,9 1,622 ± 0,013
Interakce NR-karotenoid 249,4 ± 2,7 0,0749 ± 0,0016
NADPH 20,32 ± 0,82 0,537 ± 0,022
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Obrázek 15: Cystofilobasidium capitatum barvené Nilskou červení pro zvýraznění lipidických granulí,
snímky pro jednotlivé doby života. Vlevo nahoře 3,87 ns (NR), vpravo nahoře 1,62 ns (NR), vlevo
dole 74,9 ps (karotenoidy v interakci s NR?), vpravo dole 537 ps (NADPH).
Další experiment byl proveden na druhu Rhodotorula glutinis, dosud bylo experimentováno
pouze s autofluorescencí. Byla zaznamenána podstatně nižší intenzita fluorescence, což má
za následek vyšší šum a nižší  ostrost snímků (Obrázky 16 a 17). Byly zaznamenány čtyři
doby  života,  ty  pro  karotenoidy  a  koenzymy  se  neliší  od  těch  zaznamenaných
u Cystofilobasidium capitatum, dvě další jsou však odlišné (Tabulka 8).
Tabulka  8: Doby života zaznamenané ve vzorku  Rhodotorula glutinis.  kCnts = kiloCounts,
tisíc fotonů dopadlých na detektor.
Sloučenina Amplituda signálu (kCnts) Doba života (ns)
karotenoidy 526 ± 18 0,00494 ± 0,00005
NADH/NADPH 3,167 ± 0,037 0,507 ± 0,012
Porfyrinový Cyt c? 1,810 ± 0,029 2,035 ± 0,077
FMN ? 0,859 ± 0,055 5,56 ± 0,14
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Obrázek  16:  FLIM snímek kvasinky  Rhodotorula glutinis.  Ze čtyř  dob života jsou v tomto
souhrnném obrázku vyneseny tři – červená 5,56 ns, zelená 4,9 ps a modrá 2,035 ns.
Výsledky  měření  autofluorescence  kvasinek  druhu  Sporobolomyces  shibatanus jsou
uvedeny na Obrázku 18 a  v Tabulce 9.
Tabulka  9: Doby  života  zaznamenané  ve  vzorku  Sporobolomyces  shibatanus.
kCnts = kiloCounts, tisíc fotonů dopadlých na detektor.
Sloučenina Amplituda signálu (kCnts) Doba života (ns)
karotenoidy 1266 ± 45 0,00295 ± 0,00002
FAD 1,001 ± 0,014 0,7970 ± 0,0087
Zn2+ cytochrom c 0,4459 ± 0,0094 3,898 ± 0,027
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Obrázek 17: Rhodotorula glutinis – FLIM snímky pro jednotlivé zaznamenané doby života. Nahoře
vlevo  5,56  ns,  nahoře  vpravo  2,035  ns,  vlevo  dole  4,9  ps  (karotenoidy)  a  vpravo  dole  507  ps
(NADH/NADPH).
Poslední měření autofluorescence bylo provedeno na druhu Sporobolomyces roseus a jeho
výsledky jsou zaznamenány v Tabulce 10 a na obrázku 19.  Zjevná nižší kvalita obrázku se
jeví  být  projevem  pusunů  vzorku  způsobené  smršťováním  špatně  zatuhnutého  či  špatně
připraveného gelu. Avšak vzhledem k tomu, že toto chování se opakovalo i u dalších vzorků
tohoto druhu a u vzorků jiných druhů připravených při užití stejného gelu se nevyskytovalo,
tyto  zdánlivé  posuny  zřejmě  nasvědčují  na  vnitřní  morfologické  zvláštnosti  druhu
Sporobolomyces roseus; vnější morfologická členitostu tohoto druhu je patrná již v optickém
mikroskopu. Tato členitost bude předmětem následných experimentů.
Tabulka  10: Doby  života  zaznamenané  ve  vzorku  Sporobolomyces  roseus.
kCnts = kiloCounts, tisíc fotonů dopadlých na detektor.
Sloučenina Amplituda signálu (kCnts) Doba života (ns)
karotenoidy 3160 ± 788 0,00277 ± 0,00017
FAD 3,07 ± 0,02 0,756 ± 0,021
Zn2+ cytochrom c 1,860 ± 0,032 3,233 ± 0,029
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Obrázek  18:  Sporobolomyces  shibatanus FLIM  snímky.  Nahoře  vlevo  souhrnný  snímek,  Nahoře
vpravo doba života 3,9 ns (cytochromy c v mitochondriích), dole vlevo doba života 3 ps (karotenoidy)
a dole vpravo doba života 797 ps (FAD).  
Také  bylo  provedeno  snímkování  kvasinek  Cystofilobasidium  capitatum za  použití
propidium jodidu (PI) barvícího nukleové kyseliny. Výsledný snímek je uveden na Obrázku
20  a  získané  doby  života  jsou  v  Tabulce  11.  První  dvě  získané  doby  života  náleží  PI
(přiřazeno dle [53]), delší z nich (12,12 ns) odpovídá PI vázanému na DNA v buňkách, kratší
(1,67  ns)  pak  volnému  PI.  Dále  byly  nalezeny  doby  života  příslušející  karotenoidům
a koenzymům NAD nebo NADP.
Tabulka  11: Doby života  zaznamenané  ve  vzorku  Cystofilobasidium  capitatum  barveném
propidium jodidem. kCnts = kiloCounts, tisíc fotonů dopadlých na detektor.
Sloučenina Amplituda signálu (kCnts) Doba života (ns)
PI vázaný 4,20 ± 0,05 12,12 ± 0,14
PI volný 2,20 ± 0,27 1,670 ± 0,077
karotenoidy 724 ± 26 0,00400 ± 0,00008
NAD nebo NADP 1,50 ± 0,16 0,6 ± 0,1
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Obrázek  19:  Sporobolomyces roseus FLIM snímky. Nahoře vlevo souhrnný snímek, Nahoře vpravo
doba života 3,2 ns (cytochromy c v mitochondriích),  dole vlevo doba života 2,8 ps (karotenoidy)
a dole vpravo doba života 756 ps (FAD).  
Na snímku byly použity (z důvodu omezení třemi kanály) jen tři doby života. Je použit
signál příslušející koenzymům (0,6 ns; modrá) pro vyznačení přibližného tvaru jednotlivých
buněk,  dále  signál  karotenů (4  ps,  zelená)  a  signál  PI  navázaného na NK pro  vyznačení
polohy jader v buňkách. V centrální části snímku lze vidět čtyři buňky společného původu.
Buňka vlevo nahoře má jádro lokalizované přibližně  uprostřed buňky.  Napravo je  pupen,
kterému dosud schází jádro. Uprostřed pak lze vidět dvě buňky – spodní má jádro při okraji
s buňkou umístěnou nad ní, zřejmě byl snímek pořízen krátce po segregaci jader a přechodu
jádra  do  pupenu  (tj.  spodní  buňky).  V  horní  buňce  pak  lze  vidět  akumulaci  jaderného
materiálu – srovnáním s buňkou vlevo a dole lze soudit, že v buňce jsou přítomná 2-3 jádra.
Jedno z nich je určeno pro pučící buňku napravo, jedno je buňky mateřské. Případné třetí
jádro by mohlo být určeno pro pučící buňku nacházející se nad či pod fokální rovinou snímku.
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Obrázek 20: Cystofilobasidium capitatum obarvené propidium jodidem. Ze čtyř dob života jsou
v tomto souhrnném obrázku vyneseny tři – červená 12,12 ns (PI vázaný na DNA), zelená 4 ps
(karotenoidy) a modrá 0,6 ns (NADH).
 6 Závěr
• V  předložené  bakalářské  práci  byly  studovány  čtyři  druhy  kvasinek:
Cystofilobasidium  capitatum,  Rhodotorula  glutinis,  Sporobolomyces  shibatanus
a Sporobolomyces  roseus.  Jedním  z  cílů  bylo  nalezení  korelačních  vztahů  mezi
obsahem karotenoidů a  intenzitou  autofluorescence,  kterou  lze  rychle  a  spolehlivě
zaznamenat  pomocí  průtokového  cytometru.  Byly  nalezeny  takovéto  korelativní
vztahy u druhů  Rhodotorula glutinis a  Sporobolomyces roseus.  Z hlediska praktické
použitelnosti při rychlém vyhodnocování výtěžnosti karotenoidů při kultivaci kvasinek
na  odpadních  substrátech  se  jeví  být  nejvhodnější  vztahy  mezi  autofluorescencí
a celkovým  obsahem  karotenoidů.  Vztahy  pro  jednotlivé  karotenoidy  nelze
v současnosti  užít  s  jistotou,  poněvadž  dochází  k  silnému  překryvu  absorpčních
i emisních spekter a současně se jejich vzájemný poměr v průběhu kultivace mění.
Možností do budoucnosti,  jež by mohla vést k použitelnosti těchto vztahů, by bylo
užití průtokového cytometru se schopností zaznamenat časově rozlišenou fluorescenci.
• Byly získány závislosti,  které  mohou sloužit  pro výpočet  a  tak  i  rychlé  stanovení
sušiny pomocí průtokového cytometru. Závislosti byly získány porovnáním modelu
využívajícího  parametry  zjistitelné  pomocí  průtokového  cytometru  s  naměřenými
hodnotami  absorbance  zředěných  buněčných  suspenzí.  Pro  konečnou  verifikaci
metody bude ještě nutné provést porovnání s absolutní metodou, tj. s gravimetrickým
stanovením sušiny. 
• Metodou TCSPC byly pomocí fluorescenčního mikroskopu (LSCM) změřeny doby
života  jednotlivých  karotenoidů  typických  pro  užité  kvasinkové  druhy  (torulen,
β-karoten, torularhodin a jeho intermediát torularhodinalkohol). Tyto údaje poté byly
použity jako srovnávací při snímkování kvasinek metodou FLIM. 
• FLIM ukázalo, že karotenoidy jsou především lokalizovány v lipidických granulích.
Průkaz  kulovitých  útvarů  obsahujících  karotenoidy  jako  lipidických  granulí  byl
proveden  pomocí  Nilské  červeně.  Vzhledem  k  tomu,  že  se  nepovedlo  na  nalézt
současný  signál  Nilské  červeně  a  karotenoidů  z  oblasti  granulí,  jsou  nutné  další
experimenty.  Ty budou zaměřeny na zjištění interakce mezi  karotenoidy a Nilskou
červení,  protože tato interakce by mohla odstranit  typický signál  karotenoidů daný
dobou života 3-6 ps.
• Na  FLIM  snímcích  byly  zaznamenány  signály  pocházející  z  mitochondriálních
cytochromů a dále pak signály příslušející koenzymům. Mitochondrie kvasinek budou
dále  studovány,  vzhledem k absorpčím spektrům a  emisním spektrům cytochromů
bude excitace posunuta do zelené oblasti (500-530 nm) a bude užit jiný emisní filtr
(550-600 nm). V budoucnu lze za pomocí sond citlivých na membránový potenciál
studovat  také  aktivitu  mitochondrií  v  průběhu  vývoje  kultury,  přičemž  jako
nejzajímavější  se  jeví  dosud  neprobádaná  lag-fáze  a  také  pozdní  stacionární  fáze
(>100  hodin),  významná  z  hlediska  produkce  sekundárních  metabolitů,  mezi  něž
karotenoidy patří.
• Pomocí  propidium  jodidu  byly  barveny  nukleové  kyseliny  v  jádrech  usmrcených
buněk a byla pozorována morfologie jader dělících se kvasinkových buněk pomocí
fluorescenčního mikroskopu (FLIM). Vzhledem k mechanismu buněčného dělení –
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pučení – se jedná o vědecky zajímavé téma, poněvadž lze pomocí LSCM a časově
rozlišené  fluorescence  pozorovat  vícenásobné  dělení  jaderného  materiálu
při mnohonásobném pučení v průběhu exponenciální fáze. Další měření mohou vést
k objasnění mechanismů množení kvasinkových buněk v průběhu této růstové fáze,
která se vyznačuje překotným růstem kultury.
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 8 Seznam použitých zkratek
BP – band pass, filtr propouštějící záření v rozmezí určitých vlnových délek
CoA – koenzym A
FAD - flavinadenindinukleotid
FCS – fluorescenční korelační spektroskopie
FL1,  FL2,  apod.  -  fluorescenční  kanál  (na  průtokovém cytometru),  číslo  udává  oblast
vlnových délek emise
FLIM – Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, mikroskopie zobrazující pomocí dob
života
FMN - flavinmononukleotid
GFP – Green Fluorescent Protein, zeleně fluoreskující protein
HMG-CoA – β-hydroxymethylglutarylkoenzym A
HPLC  –  High  Performance  Liquid  Chromatography,  vysokoúčinná  kapalinová
chromatografie
LALS, též SSC – large angle light scattering (též side scatter), boční rozptyl
LP – long pass, filtr propouštějící veškeré záření s vlnovou délkou větší než určitá hodnota
LSCM – Laser Scanning Confocal Microscopy, laserová skenovací konfokální mikroskopie
MFI – Mean Fluorescence Intensity, střední hodnota fluorescence
MVA – mevalonic acid, kyselina mevalonová
NAD, resp.NADH – nikotinamidadenindinukleotid, resp. jeho redukovaná forma
NADP, resp. NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfát, resp. jeho redukovaná forma
NR – Nile Red, fluorescenční barvivo nilská červeň
PI – Propidium Iodide, fluorescenční barvivo propidium jodid
RGB – red, green, blue; aditivní model míchání barev
RP HPLC – reverse phase HPLC, HPLC na reverzní (obrácené) fázi
SALS, též FSC – small angle light scattering (též forward scatter), rozptyl v přímém směru
TCSPC – Time Correlated Single Photon Counting, časově rozlišené čítání fotonů
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Naměřená data
Vysvětlivky: torOH = torularhodinalkohol, b/ul = počet buněk na 1 μl vzorku
Rhodotorula glutinis:
Sporobolomyces roseus:
53
t (h) 0 19 42 72 89 115
absorbance 0,1775 0,1000 0,2195 0,2135 0,1850 0,1880
biomasa (g/l) 1,5395 5,2563 11,3939 11,0858 9,6220 9,7761
b/ul 2380,50 7396,00 4620,00 6989,00 2154,00 4952,75
SALS 7127 6010 8654,5 10845,5 12636 12681
LALS 8152 6639 10119,5 15833,5 19023 21090
FL1 16 13 43 31,5 36 29
FL2 14 13 41,5 20 21 17
FL3 10 8 15 14 16,5 16
FL4 8 8 8,5 8 8 8
B-karoten (ug/g suš) 6,07 143,37 20,94 49,27 25,31
torulen (ug/g suš) 21,57 66,56 43,20 109,67 101,34
torularhodin (ug/g suš) 0,00 4,54 1,28 2,40 8,90
torOH (ug/g suš) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
lutein (ug/g suš) 0,00 1,13 0,36 0,52 0,73
5,70 (ug/g suš) 0,00 0,42 0,86 0,41 0,00
6,09 (ug/g suš) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
karotenoidy (ug/g suš) 27,64 216,02 66,64 162,26 136,28
t (h) 0 19 43 89 115 139
absorbance 0,1020 0,0705 0,1010 0,1150 0,2487 0,1780
biomasa (g/l) 0,7358 3,1136 4,3734 4,9517 10,4728 7,5539
b/ul 371,50 2227,00 2064,25 855,00 3024,25 1086,75
SALS 5528 8558 3905,5 11238 12107,5 16636
LALS 5981 8823 4381,5 15603 19652 27542,5
FL1 29 29 13,5 103 48,5 69
FL2 17 17 10,5 67 23,5 34
FL3 10,5 11 10 21 17,5 22,5
FL4 8 8 8 10 8 9
B-karoten (ug/g suš) 130,44 98,31 591,94 201,16 636,80
torulen (ug/g suš) 51,84 26,80 244,12 47,30 131,26
torularhodin (ug/g suš) 0,00 0,00 6,92 4,42 10,28
torOH (ug/g suš) 5,08 3,74 7,63 0,00 0,00
lutein (ug/g suš) 1,06 0,00 3,44 1,04 2,14
5,70 (ug/g suš) 0,27 1,16 1,93 0,78 1,33
6,09 (ug/g suš) 0,00 2,21 0,00 0,00 0,00
karotenoidy (ug/g suš) 188,68 132,21 855,98 254,70 781,81
Cystofilobasidium capitatum:
Sporobolomyces shibatanus:
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t (h) 0 22 49 66 91 115 139
absorbance 0,1227 0,0530 0,0963 0,3063 0,2837 0,4057 0,2857
biomasa (g/l) 1,0368 2,0467 4,6431 17,2255 15,8674 23,1772 15,9872
b/ul 845,96
SALS 6951,5 7661,5 11116 12360 13614,5 14212,5 14355,5
LALS 8110,5 9390,5 12365 14787 16885,5 19449 19867,5
FL1 18 19,5 29 27,5 103 49,5 33
FL2 14 14,5 17,5 16 67 21 18
FL3 12 12 15,5 14,5 21 17,5 17
FL4 8 8 8 8 10 8 8
B-karoten (ug/g suš) 337,48 142,50 91,90 61,97 53,82 16,17
torulen (ug/g suš) 124,72 46,38 9,83 19,90 3,94 0,00
torularhodin (ug/g suš) 0,00 0,00 1,21 1,13 0,22 0,00
torOH (ug/g suš) 18,37 13,04 0,00 0,00 0,00 0,00
lutein (ug/g suš) 0,00 0,00 0,92 0,20 0,42 0,36
5,70 (ug/g suš) 0,00 0,00 0,26 0,00 0,33 0,00
6,09 (ug/g suš) 5,75 2,59 0,00 0,00 0,00 0,00
karotenoidy (ug/g suš) 486,32 204,51 104,12 83,20 58,72 16,54
1 019,50 1 429,50 6 237,00 2 527,50 7 990,25 6 054,25
t (h) 0 22 49 65 90 115 139
absorbance 0,1010 0,0930 0,1257 0,1260 0,1755 0,2003 0,2347
biomasa (g/l) 0,8373 4,6331 6,2290 6,2452 8,6634 9,8766 11,5538
b/ul 1296,04 3259,00 3788,50 2074,00 3481,75 3041,00 3470,00
SALS 4648,5 5437,5 8180,5 10445,5 10848 12623 15125
LALS 7650,5 9156,5 12730 17704,5 19712,5 22674,5 26800,5
FL1 13 14 26 31 33 43 64,5
FL2 11 12 15,5 16 16 20,5 34
FL3 11 11 13 14 14 16,5 20
FL4 8 7,5 8 8 8 8 8,5
B-karoten (ug/g suš) 14,43 115,59 95,89 46,65 33,14 16,30
torulen (ug/g suš) 0,00 25,31 54,09 31,66 24,29 3,70
torularhodin (ug/g suš) 1,41 4,52 0,00 3,00 1,78 0,54
torOH (ug/g suš) 0,00 0,00 7,82 0,00 0,00 0,00
lutein (ug/g suš) 0,00 1,57 1,01 0,16 0,39 0,20
5,70 (ug/g suš) 0,00 0,61 3,26 1,26 0,62 0,45
6,09 (ug/g suš) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
karotenoidy (ug/g suš) 15,85 147,60 162,08 82,73 60,22 21,19
